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Аннотация
Установлена конформация основных цепей олигопептидов Glu–Trp, Gly–Gly–Gly,
Gly–Gly–His, Gly–Gly–Tyr и nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe в твердой фазе по CP/MAS
ЯМР 13С спектрам этих соединений в порошке. На основе сравнительного анализа ве-
личин ЯМР 13С химических сдвигов αCH или αCH2 углеродных атомов олигопептидов
в растворе и порошке определены конформации цепей олигопептидов в твердой фазе.
Ключевые слова: ЯМР, CP/MAS ЯМР13С, твердое тело, олигопептиды, конфор-
мации.
Введение
Известно, что биологическая активность протеинов или белков связана с их
пространственным строением. Изучение конформаций олигопептидов, содер-
жащих в цепи от двух и более аминокислотных остатков, также важно, по-
скольку их можно рассматривать в качестве структурных блоков протеинов, и
знание их строения может быть использовано для предсказания конфигурации
цепей полипептидов [1, 2].
Ранее [3–6] с использованием подхода, основанного на анализе величин
констант остаточного диполь-дипольного взаимодействия [7, 8] между магнит-
ными ядрами 13С и 1Н, разделенными одной химической связью (1D), определе-
но пространственное строение олигопептидов Glu–Trp, Gly–Gly–Gly, Gly–Gly–
His, Gly–Gly–Tyr и nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe в растворе D2О (рис. 1). Для
всего ряда этих систем получены координаты атомов [3–6], определяющих хи-
мический состав олигопептидов, которые, в дальнейшем, могут быть использо-
ваны при сравнении с координатами атомов аналогичных аминокислотных по-
следовательностей, входящих в состав полипептидов или белков. Данные о ко-
ординатах атомов протеинов в подавляющем большинстве случаев определя-
ются методом рентгеноструктурного анализа в твердой фазе. Отсюда задача
определения структурных параметров олигопептидов в твердой фазе независи-
мыми методами имеет важное значение. Данная статья посвящена установле-
нию конформаций основных цепей некоторых олигопептидов в твердой фазе
методом CP/MAS ЯМР 13С спектроскопии.
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Glu–Trp (глютомат–триптофан) Gly–Gly–Gly (триглицин)
Gly–Gly–His (глицин–глицин–гистидин) Gly–Gly–Tyr (глицин–глицин–тирозин)
nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OМe (ацетилсерин–фенилаланин–валин–оксиметилглицин)
Рис. 1. Конформации олигопептидов Glu–Trp, Gly–Gly–Gly, Gly–Gly–His, Gly–Gly–Tyr
и nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe, для которых наблюдалось лучшее соответствие между
наблюдаемыми и рассчитанными значениями остаточных констант диполь-дипольного
взаимодействия [3–6]
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Экспериментальная часть
Спектры ЯМР 13С CP/MAS (75.43 МГц) олигопептидов Glu–Trp, Gly–Gly–
Gly, Gly–Gly–His, Gly–Gly–Tyr и nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe в твердом со-
стоянии (порошок) сняты при комнатной температуре на ЯМР-спектрометре
“Unity-300” фирмы “Varian” с использованием датчика фирмы “Doty Scietific”.
Регистрация спектров проводилась при скоростях вращения 4.5 кГц. Число на-
коплений – от 64. В качестве внешнего стандарта использовался ЯМР-сигнал
адамантана.
Обсуждение результатов
Спектры ЯМР 13С CP/MAS (75.43 МГц) олигопептидов, таких, как дипеп-
тид Glu–Trp (глютомат–триптофан); трипептиды Gly–Gly–Gly (триглицин),
Gly–Gly–His (глицин–глицин–гистидин), Gly–Gly–Tyr (глицин–глицин–тиро-
зин); тетрапептид nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe (ацетилсерин–фенилаланин–ва-
лин–оксиметилглицин) получены для твердой фазы. Результаты сравнительно-
го анализа величин химических сдвигов 13С αCH или αCH2 углеродных атомов
олигопептидов в растворе и порошке позволили установить их пространствен-
ное строение в твердой фазе. С одной стороны, эти соединения могут рассмат-
риваться как модельные, поскольку найденные координаты всех атомов, вхо-
дящих в их состав, могут быть непосредственно использованы в сравнении с
координатами атомов аналогичных аминокислотных последовательностей,
входящих в состав полипептидов или белков. С другой стороны, эти олигопеп-
тиды представляют самостоятельный интерес. Так, дипептид Glu–Trp является
основной составляющей лекарственного средства, повышающего работу им-
мунной системы пациентов [3]. Трипептиды Gly–Gly–Gly, Gly–Gly–His и Gly–
Gly–Tyr [4, 5] являются лигандами в комплексах с Cu(II), которые используются
в качестве моделей активных центров работоспособности ферментов. Тетра-
пептид nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe является моделью исследования межмоле-
кулярных взаимодействий с растворителями, поскольку, являясь коротким пеп-
тидом, он содержит как ароматическую, так и алифатическую составляющие,
а также полярные группы [9].
ЯМР 13С спектр дипептида Glu–Trp (рис. 2) в растворе D2О описан в работе
[3] и состоит из десяти синглетных сигналов (нами рассматривались лишь ме-
тиновые и метиленовые атомы углеродов), химические сдвиги которых сведе-
ны в табл. 1.
Для установления конформации основной цепи дипептида Glu–Trp в твер-
дой фазе были сняты и проанализированы CP/MAS ЯМР 13С спектры соедине-
ний в порошкообразном состоянии. Неизменность величин химических сдви-
гов 13С олигопептидов в растворе и твердой фазе позволяла бы утверждать о
неизменности конформации при переходе из одного фазового состояния в дру-
гое, поскольку отличие в конформациях привело бы к существенным различиям
в химических сдвигах (от 3 до 7 м. д.) [10, 11].
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Рис. 2. Структурная формула дипептида Glu–Trp (глютомат–триптофан)
Табл. 1
Химические сдвиги ЯМР 13С атомов углерода (δС, м. д., относительно ТМС) для дипеп-
тида Glu–Trp в изотропном растворителе и твердой фазе
Среда α CHGlu
β CH2
Glu
γ CH2
Glu
α CH
Trp
β CH2
Trp
2-CH
Trp
4-CH
Trp
5-CH
Trp
6-CH
Trp
7-CH
Trp
D2О 52.35 26.20 30.15 55.45 26.75 124.20 119.40 118.55 121.8 111.60
твердая
фаза 47.9 22.6 23.9 54.8 23.9 125.1 118.7 115.3 120.4 111.2
Рис. 3. CP/MAS ЯМР 13C (75.43 МГц) спектр дипептида Glu–Trp. Скорость вращения
образца – 4.5 кГц; четыре сигнала с δС от 58 до 78 м. д. – «боковые вращения» основ-
ных сигналов
β CH2 Glu
γ CH2 Glu
β CH2 Trp
α CH Glu
α CH Trp
4-CH, 7-CH, 2-CH, 6-CH, 5-CH
Trp
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Рис. 4. Структурная формула трипептида Gly–Gly–Gly (триглицин)
Рис. 5. Фрагмент ЯМР 13С (75.43 МГц) спектра (без развязки от протонов) триглицина
в изотропном растворителе (D2О); сигналы относятся к углеродным CH2-группам фраг-
ментов Gly [4]
Табл. 2
ЯМР 13С и CP/MAS ЯМР 13С химические сдвиги атомов углерода (δС, м. д., относи-
тельно ТМС) для триглицина в изотропном растворителе и твердой фазе
Среда 1 acC=O;       CH2
2 ac
C=O;      CH2
3 ac
C=O;          CH2
D2О 167.7;      41.4 170.8;      42.2 176.4;          42.9
твердая фаза 167.0;     42.5* 171.0;     42.5* 175.0;      42.5*
*Наблюдается один уширенный сигнал с δС = 42.5 м. д.
На рис. 3 приведен CP/MAS ЯМР 13С спектр дипептида Glu–Trp, а в табл. 1 –
значения химических сдвигов дипептида в твердой фазе. Как следует из дан-
ных таблицы, переход от раствора к твердой фазе приводит к существенному
изменению значений химических сдвигов атомов углеродов (до 5 м. д.) дипеп-
тида Glu–Trp, что не позволяет говорить об идентичности конформеров дипеп-
тида в этих фазовых состояниях.
ЯМР 13С спектр триглицина (рис. 4), растворенного в D2О, состоит из шес-
ти синглетных сигналов, снятых в условиях развязки от протонов (рис. 5), хи-
мические сдвиги которых сведены в табл. 2. Отнесение сигналов в спектрах
ЯМР 1Н и 13С сделано ранее, в соответствии с литературными данными [4, 10].
С целью установления конформации триглицина в твердой фазе были сняты
и проанализированы CP/MAS ЯМР 13С спектры Gly–Gly–Gly в порошкообразном
ПРОСТРАНСТВЕННОЕ СТРОЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ОЛИГОПЕПТИДОВ… 51
H2N
O O
OHN
H
H
N
O
Gly Gly His
α α α
β
γ
δ
NH
N
Рис. 6. Структурная формула трипептида Gly–Gly–His (глицин–глицин–гистидин)
Табл. 3
ЯМР 13С и CP/MAS ЯМР 13С химические сдвиги алифатических атомов углерода для
Gly–Gly–His в изотропном растворителе и твердой фазе
Среда αCH2Gly 1
αCH2
Gly 2 αCH His βCH2 His γCH His δCH His
D2О 40.4 41.5 54.1 27.9 116.7 134.3
твердая фаза 39.4 41.0 55.0 29.0 116.2 136.0
состоянии. Близость величин ЯМР 13С химических сдвигов Gly–Gly–Gly в рас-
творе этим величинам в твердой фазе (табл. 2) позволяет однозначно утвер-
ждать о неизменности конформации при смене фазового состояния.
Химические сдвиги алифатических атомов углерода Gly–Gly–His (рис. 6)
приведены в табл. 3. Отнесение сигналов в спектрах ЯМР 13С было сделано ра-
нее, также в соответствии с литературными данными [5, 10].
Были сняты и проанализированы CP/MAS ЯМР 13С спектры соединения в
порошкообразном состоянии. Хорошее соответствие величин ЯМР 13С химиче-
ских сдвигов Gly–Gly–His в растворе аналогичным величинам в твердой фазе
(табл. 3) позволяет утверждать об идентичности конформаций основной цепи
трипептида при переходе из одного фазового состояния в другое.
ЯМР 13С химические сдвиги алифатических атомов углерода Gly–Gly–Tyr
(рис. 7) приведены в табл. 4. Отнесение сигналов в спектрах ЯМР 13С также
сделано ранее в соответствии с литературными данными [5, 10].
Близость величин ЯМР 13С химических сдвигов Gly–Gly–Tyr в растворе и
твердой фазе (CP/MAS ЯМР 13С, табл. 4) позволяет утверждать о неизменности
конформации глицин-глицин-тирозина при переходе из одного фазового со-
стояния в другое.
ЯМР 13С спектр тетрапептида nAc–Ser–Phe–Val–Gly–Ome (рис. 8), раство-
ренного в D2О, состоит из десяти синглетных сигналов (рассматривались лишь
метиновые и метиленовые атомы углеродов), химические сдвиги которых све-
дены в табл. 5. Отнесение сигналов в ЯМР 13С спектрах тетрапептида было
сделано на основании использования двумерной ЯМР-спектроскопии (COSY и
HSQC модификации) [6, 12].
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Рис. 7. Структурная формула трипептида Gly–Gly–Tyr (глицин–глицин–тирозин)
Табл. 4
ЯМР 13С и CP/MAS ЯМР 13С химические сдвиги алифатических атомов углерода (δС,
м. д. относительно ТМС) для Gly–Gly–Tyr, растворенного в изотропном растворителе
и твердой фазе
Среда αCH2 Gly 1 αCH2 Gly 2 αCH Tyr βCH2 Tyr γCH Tyr δCH Tyr
D2О 40.4 42.2 56.4 36.7 115.2 130.6
твердая
фаза 40.7 43.1 57.7 36.6 115.3 129.0
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Рис. 8. Структурная формула тетрапептида nAc–Ser–Phe–Val–Gly–Ome (ацетилсерин-
фенилаланин–валин–оксиметилглицин)
Табл. 5
ЯМР 13С и CP/MAS ЯМР 13С химические сдвиги алифатических атомов углерода (δС,
м. д. относительно ТМС) для тетрапептида nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe, растворенного
в изотропном растворителе и твердой фазе
Среда α CHSer
β CH2
Ser
α CH
Phe
β CH2
Phe
2,6-CH
Phe
3,5-CH
Phe
4-CH
Phe
α CH
Val
β CH
Val
α CH2
Gly
D2О 54.3 59.9 55.1 36.9 128.6 129.0 127.0 59.1 30.1 40.9
твердая
фаза 55.0 60.0 55.0 36.9
126.9;
126.3 131.0 124.4 59.4 29.8 40.8
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Рис. 9. CP/MAS ЯМР 13C (75.43 МГц) спектр тетрапептида nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe.
Скорость вращения образца – 4.5 кГц
Пространственное строение тетрапептида nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe в
твердой фазе устанавливали по CP/MAS ЯМР 13С спектрам соединения в по-
рошкообразном состоянии. На рис. 9 приведен CP/MAS ЯМР 13С спектр
nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe, а в табл. 5 – значения химических сдвигов тетра-
пептида в твердой фазе. Неизменность величин ЯМР 13С химических сдвигов
тетрапептида в растворе и твердой фазе также позволяет утверждать о неиз-
менности конформации основной цепи nAc–Ser–Phe–Val–Gly–OMe при пере-
ходе из одного фазового состояния в другое.
Таким образом, в четырех из пяти случаев изменение фазового состояния
(раствор и твердая фаза) не привело к существенным изменениям величин ЯМР
13С химических сдвигов αCH или αCH2 углеродных атомов исследованных
олигопептидов. Очевидно, что в случае твердой фазы к внутримолекулярным
механизмам, определяющим значения химических сдвигов, должны добавлять-
ся и межмолекулярные (эффекты упаковки, относительная ориентация молекул
в узлах решетки молекулярного кристалла и т. п.). Тем не менее, как следует из
эксперимента, существенных изменений химических сдвигов в рамках каждого
из соединений не наблюдалось. Все это позволяет говорить о неизменности
конформаций основных цепей олигопептидов при переходе из одного фазового
состояния в другое и использовать координаты атомов, определяющих химиче-
ский состав олигопептидов, найденные с использованием подхода, который
основан на анализе величин констант остаточного диполь-дипольного взаимо-
действия в твердой фазе.
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Summary
A.V. Klochkov, A.R. Yulmetov, R.F. Baikeev, F.R. Muhamadiev, V.V. Klochkov. A Spatial
Structure of the Some Oligopeptides in Solid State Determined by CP/MAS NMR 13С Spec-
troscopy.
Conformation of main oligopeptide chains, such as Glu–Trp, Gly–Gly–Gly, Gly–Gly–His,
Gly–Gly–Tyr and nAc–Ser–Phe–Val–Gly–Ome, was determined in solid state by CP/MAS
NMR 13С spectra of these compounds in powder. Comparative analysis of NMR 13С chemical
shift values for αCH or αCH2 carbons of the oligopeptides in solution and in powder allowed
determining the oligopeptide chain conformations in solid state.
Key words: NMR, CP/MAS NMR 13С, solid state, oligopeptides, conformations.
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